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        O cancro de bexiga encontra-se em quinto lugar entre as neoplasias 
malignas mais prevalentes no mundo inteiro. A maioria são tumores papilares 
superficiais não-invasivos e, quando são detectados precocemente, a taxa de 
sobrevivência em cinco anos é de aproximadamente 94%. Portanto, a 
intervenção a tempo torna-se determinante neste caso. No entanto, a 
recidivação é frequente e encontra-se muitas vezes acompanhada pelo
agravamento do grau do tumor ou mesmo da progressão em eventos 
metastáticos e invasão muscular. Como tal, tanto o diagnóstico precoce como 
a classificação histopatológica precisa são essenciais para o manipulamento
desta doença. Ainda assim, estão actualmente disponíveis biomarcadores 
moleculares com falta de sensibilidade e especificidade e, muitas vezes falham 
na classificação do tumor.  
        As transformações malignas são frequentemente acompanhadas por um 
desequilíbrio nas vias de glicosilação que resultam em glicosilações
aberrantes, estas podem ser usadas para o diagnóstico e diferenciação do 
tumor. Reconhecendo estes factos, o presente trabalho tem como objectivo o 
estabelecimento de um perfil O-glicosídico para glicoproteínas urinária no 
cancro de bexiga. Para este estudo, foi utilizado a urina de doadores 
saudáveis do sexo masculino e de indivíduos com carcinomas papilares de 
alto grau, baixo grau e invasivos. As glicoproteínas urinárias foram N-
desglicosiladas com PNGase F e as suas O-glicanas foram quimicamente 
libertadas pela β-eliminação redutiva e seguidamente caracterizadas em 
relação à sua composição em açúcares e perfil de ligações por GC-EI-qMS. 
Os resultados obtidos demonstram uma diminuição na expressão de epítopos 
de Le com o estadio tumoral. Estes eventos são acompanhados por um 
aumento no conteúdo de ácidos siálicos, que são mais pronunciados para 
estadios avançados. Estas alterações agora descritas para a urina de doentes 
com cancro de bexiga estão em concordância com observações feitas por 
outros autores ao nível do tecido. Adicionalmente, estudos de immunoblotting 
revelaram um aumento de expressão dos ácidos siálicos em ligação α2,6 e 
epítopo associado a tumores sTn (Neu5Acα2-6GalNAcα1-O-Ser/Thr). 
Estes resultados demonstram que a urina de doentes com cancro de bexiga 
apresenta um perfil O-glicosídico que reflecte transformações malignas na 





























           Bladder cancer ranks among the 5th most prevalent malignancies 
worldwide. The majority are superficial non-invasive papillary tumors and, when 
early detected, the 5-year survival rate is approximately 94%. Therefore, timely 
intervention is determinant. Nevertheless, recidivation is frequent and often 
accompanied by worsening of tumour grade or even progression into muscle 
invasive and metastatic events. As such, both early diagnosis and accurate 
histopathology classification are essential for the management of this disease. 
Still, currently available molecular biomarkers lack sensitivity and specificity 
and often fail in classifying the tumour. 
           Malignant transformations are frequently accompanied by an unbalance 
in glycosylation pathways that result in aberrant glycosylation that can be used 
for diagnosis and tumour differentiation. Acknowledging these facts, the 
present work was devoted to establishing an O-glycomic signature for urinary 
glycoproteins in bladder cancer. Urine from healthy male donors and patients 
with low- and high-grade and invasive urothelial cell carcinomas were elected 
for this study. Urinary glycoproteins were N-deglycosylated with PNGase F and 
the O-glycans chemically-released by reductive β-elimination and characterized 
in relation to their sugars composition and linkage profile by GC-EI-qMS. Data 
highlights a decrease in Lewis epitope expression which is more pronounced in 
more aggressive and invasive tumors. These events are accompanied by an 
increase in sialic acids content, which are more pronounced for advanced 
stages, in agreement with previous reports concerning urothelial tumours. 
Additionally, immunoblot studies revealed an over expression of α2,6 Neu5Ac 
and tumor-associated carbohydrate-antigen sTn (Neu5Acα2-6GalNAcα1-O-
Ser/Thr) in more advanced stages.  
           In overall, results thus suggest that the O-glycomic profile of urinary 
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I. Introdução 
 
Com uma estimativa de 70 980 novos casos diagnosticados e 14 330 mortes 
associadas em 2009, o cancro de bexiga foi considerado a segunda doença maligna 
geniturinária mais comum nos Estados Unidos. Neste momento, é igualmente considerado 
uma das cinco neoplasias mais frequentes em todo o mundo [1]. O carcinoma de células 
uroteliais é o subtipo mais prevalente de tumores da bexiga, (90% dos cancros de bexiga) 
[2]. Entre estes, mais de 80% dos casos correspondem a tumores papilares não-musculares 
invasivos (Ta ou T1), enquanto que os restantes são tumores invasivos (>T1). Os tumores 
papilares quando detectados precocemente, a taxa de sobrevivência em cinco anos é de 
aproximadamente 94%, e portanto, um diagnóstico e intervenção precoces, aumentam 
consideravelmente a taxa de sucesso do tratamento. Os tumores papilares são normalmente 
tratados por ressecção transuretral. No entanto, mais de 70% dos tumores tratados 
recidivam durante os dois primeiros anos, havendo a possibilidade de progressão da 
neoplasia para tumores invasivos. Assim, o diagnóstico precoce torna-se determinante para 
uma melhor gestão desta doença.  
 O diagnóstico e a monitorização do cancro de bexiga são realizados por cistoscopia 
e CU (citologia urinária) [3]. A cistoscopia identifica a maioria das lesões papilares, no 
entanto trata-se de uma técnica invasiva. Adicionalmente, a CU tem uma sensibilidade e 
especificidade moderadas para a detecção de cancro de bexiga de alto grau, mas a sua 
sensibilidade para o despiste/rastreio de tumores de baixo grau situa-se entre 4% a 31%, 
demasiado baixa se tivermos em conta que estes são os tumores que caracterizam a maioria 
dos casos do cancro de bexiga [4].  
Embora a cistoscopia seja o método mais adoptado no diagnóstico e monitorização 
do cancro de bexiga, esta é uma metodologia invasiva. Deste modo, é de elevada 
importância o desenvolvimento de técnicas não-invasivas com elevada sensibilidade e 
especificidade [5-7].  
 Assim, a urina tem vindo a ser explorada em busca de biomarcadores tumorais que 
permitam o estabelecimento de métodos não-invasivos de diagnóstico/prognóstico para o 
cancro de bexiga. Tratando-se de um fluído de proximidade do tumor, este reflecte 
alterações que nele estão a ocorrer [8-13]. Tendo em conta este facto, a urina apresenta uma 
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menor complexidade do que o plasma sendo portanto o fluído eleito e mais aconselhado 
para o diagnóstico.  
 O uso de urina como fluído de diagnóstico tem a vantagem de ser de recolha fácil, 
indolor e de existir em abundância. São várias as moléculas apontadas para efeitos de 
diagnóstico utilizando o fluído urinário, algumas delas já clinicamente aprovadas, como a 
PMN-22 (proteína 22 da matriz nuclear) [14], o factor do complemento H [14,15], mucinas e 
antigénios carcinoembriónicos de alto peso molecular [15] e cromossomas aneuploídes [15]. 
Contudo, as sensibilidades e especificidades dos seus testes carecem ainda de melhorias.  
 Vários testes moleculares têm sido desenvolvidos para detectar possíveis moléculas 
associadas a tumores que são libertadas na urina por lesões malignas. Estes testes incluem 
o ATB (antigénio tumoral da bexiga) [16], PMN-22 [14,17-18], BLCA-4, CEACAM1 
(antigénio carcinoembriónico relacionado com moléculas de adesão celular), citoqueratina 
[19], psoríase (S100A7) [20], fibronectina e seus produtos de degradação [21,22], zinco-α2-
glicoproteína [23], ácido hialurónico [14], hialuronase [14] e mais recentemente a mucina 16 
(CA-125) [24] e a α1-anti-tripsina [25] (Tabela 1).  
 No entanto, estes marcadores têm uma sensibilidade limitada, pelo que apenas estes 
ainda não sejam suficientes para substituir o padrão de ouro, nomeadamente a CU ou 
cistoscopia [26,27]. Por outro lado, muitos poderão igualmente estar presentes em outros 
quadros patológicos, podendo levar a um aumento do número de falsos positivos.   
  
Tabela 1 – Biomarcadores urinários de cancro de bexiga e respectivas sensibilidades e especificidade. 
Biomarcadores Sensibilidade (%) Especificidade (%) Referências 
Nuclear matrix protein 22 (PMN-22)  76-84 86-90 [15,18] 
Nuclear matrix protein 22 (PMN-22) 1 55,7 85,78 [14] 
Factor do complemento H e proteínas 
relacionadas (BTA stat test) 1 60-70 72 [14,15] 
B-lymphocyte carcinoma cross-reacting 
antigen (BLCA-4)  96,4 100 [28] 
Citoqueratinas 8 e 18  65 92 [14,19] 
Psoríase (S100A7) - - [29] 
Bladder tumor fibronectin (BTF)  72 82 [30,31] 
High molecular weight 
carcinoembryogenic antigen e mucinas 
(ImmunoCyt teste) 1 
81 75 [14] 
Cromossomas aneuplóides (UroVysion 
test) 1 71 94,5 [14] 
Telomerase  62 96 [14] 
Telomerase 80-83 - [14] 
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Biomarcadores Sensibilidade (%) Especificidade (%) Referências 
Survivina  64 93 [14] 
Ácido hialurónico  83 90 [14] 
Hialuronase  100 89 [14] 
Zinc-α2-glycoprotein (ZAG) - - [23] 
Muc-16 (CA-125) - - [24] 
α1-anti-tripsina  74 80 [25] 
Sialil-Lewisa  94,4 36,9 [32] 
1 Marcadores correntemente usados em diagnóstico clínico. 
  
 Contudo, a transformação neoplásica das células humanas é frequentemente 
acompanhada por uma profunda alteração na glicosilação de proteínas, com implicações na 
adesão celular, migração, proliferação e crescimento do tumor [33,34]. 
 Como resultado, vários antigénios de hidratos de carbono de tumores associados, 
nomeadamente, Lex (Lewisx correspondente a 3-fucosil-N-acetil-lactosamina) e sLex 
(Sialil-Lewisx), também têm sido explorados como marcadores urinários de malignidade 
urotelial com resultados promissores [35,36]. No entanto, ainda não se dispõe de um 
conhecimento aprofundado das alterações ao nível da glicosilação e das proteínas urinárias 
em casos de cancro de bexiga. Embora existam muitos artigos que citam a utilização de 
formas glicosiladas anormais no urotélio como método de diagnóstico, há pouca 
investigação sobre estes epítopos na própria urina de indivíduos com cancro [35,36]. Estudos 
preliminares realizados até ao momento envolvendo espécies glicosiladas, sugerem que o 
padrão de expressão de AS (ácidos siálicos) se encontra alterado em tumores de bexiga. 
Uma compreensão mais aprofundada dos fenómenos na génese destas alterações e o 
alargamento dos estudos a outras espécies glicosiladas poderá contribuir para o traçar de 
um perfil glicosídico de cancro de bexiga a explorar como biomarcador [37,38]. 
Existem já alguns estudos centrados na avaliação do potencial biomarcador de 
estruturas glicosiladas em cancro de bexiga. Particularmente, a quantidade de AST (ácidos 
siálicos totais) na urina aumenta de indivíduos controlo para indivíduos com cancro de 
bexiga [38]. Contudo, este aumento é pouco significativo e depende bastante de factores 
como a idade, o sexo e o estado de gravidez. Por outro lado, podem estar associados com 
outros quadros patológicos que não o cancro. 
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 Em particular, alterações ao nível da O-glicosilação, nomeadamente epítopos 
glicosilados de baixo peso molecular, resultantes de biossíntese incompleta, têm vindo a 
ser exploradas como biomarcadores tumorais [39-51]. 
 
I.I O-glicosilação e alterações em cancro 
 
Uma das formas mais comuns de O-glicosilação nas proteínas de mamíferos é 
iniciada pela transferência de resíduos de GalNAc (N-acetilgalactosamina) para um grupo 
hidroxilo de uma serina ou de uma treonina de uma cadeia peptídica, dando origem ao 
antigénio Tn (GalNAc-O-Ser/Thr). As glicanas do tipo O-GalNAc, são frequentemente 
encontradas em mucinas, proteínas altamente glicosiladas que são os principais 
componentes do muco que recobre o epitélio da superfície luminar do tracto respiratório, 
gastrointestinal e reprodutivo. Contudo são igualmente comuns enquanto O-glicosilações 
de outras glicoproteínas [24]. 
No entanto podem ser encontrados, embora menos frequentemente, outros tipos de 
O-glicosilações, nomeadamente a α-O-fucose (Fuc), β-O-xilose (Xil), α-O-manose (Man), 
β-O-GlcNAc (N-acetilglucosamina), α- ou β-O-galactose (Gal), e α- ou β-O-glucose (Glc).  
A formação de glicanas do tipo O-GalNAc dá-se preferencialmente no complexo de 
Golgi e é mediada por ppGalNAcT (polipéptidos N-acetilgalactosamina transferases), que 
determinam a densidade e locais de glicosilação. O antigénio Tn pode depois sofrer uma 
sialilação, isto é, a inserção de um Neu5Ac (ácido N-acetilNeuramínico) dando origem ao 
antigénio sTn (Sialil-Tn correspondente a NeuAcα2-6GalNAc-O-Ser/Thr), terminando 
prematuramente a extensão da cadeia. Em alternativa, podem formar-se estruturas 
oligossacarídicas mais ou menos alongadas (corpos glicosídicos) dependendo da 
disponibilidade e especificidade das glicosiltransferases presentes. Há uma variação 
estrutural considerável nos corpos glicosídicos de O-glicanas do tipo O-GalNAc. Mais 
precisamente, foram já identificadas pelo menos oito estruturas de corpos glicosídicos 
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Figura 1 – Vias biossintéticas das mais comuns O-glicanas do tipo mucinas. Adaptado da ref. [53]. 
 
Estas estruturas podem ser subsequentemente sialiladas, entendidas por unidades de 
LacNAc (N-acetil-lactosamina), terminadas por antigénios de Le (Lewis) e determinantes 
de grupos sanguíneos. Podem ainda sofrer outras modificações pós-traducionais, 
nomeadamente fosforilações, sulfatações, acetilações e alquilações aumentando assim a 
complexidade das estruturas.  
Vários factores foram já identificados como responsáveis pela regulação da 
actividade das glicosiltransferases envolvidas na formação de glicanas do tipo O-GalNAc. 
Estes incluem a concentração em iões metálicos, a presença de certas proteínas e lípidos 
que actuam como “chaperones”, e modificações pós-traducionais nas próprias enzimas [54]. 
Igualmente, os domínios peptídicos das proteínas alvo e a disponibilidade de resíduos de 
açúcares na proximidade dos locais de glicosilação também contribuem quer para a 
regulação do processo de iniciação quer para as etapas subsequentes de glicosilação. A 
determinação da sequência pela qual os açúcares são inseridos na cadeia glicosídica no 
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complexo de Golgi é igualmente controlada pela actividade das glicosiltransferases 
presentes. A presença de várias enzimas no mesmo compartimento tem por resultado 
fenómenos de competição e o produto resultante é determinado pela actividade relativa de 
cada uma delas. 
 As funções das glicosilações do tipo O-GalNAc são tão diversas quanto as suas 
estruturas. As O-glicanas protegem as proteínas subjacentes bem como as superfícies das 
células epiteliais, mantêm as conformações das proteínas, possuem o controle de epítopos 
activos e antigenicidades e participam na adesão celular ligando os micróbios e no sistema 
imunológico. Podem determinar a expressão da superfície celular e a função de receptores 
da superfície celular e podem estar envolvidos na regulação do crescimento. As O-glicanas 
também têm sido apresentadas como estando envolvidas na coagulação do sangue, 
embriogénese, desenvolvimento e morte celular [40,55]. 
 
I.II Formação do antigénio Tn 
 
O primeiro passo da O-glicosilação da formação do tipo O-GalNac é a transferência 
da N-acetilgalactosamina da UDP-GalNAc (UDP-N-acetilgalactosamina) para os resíduos 
de serina ou treonina, que é catalisada por um ppGalNAcT [56]. A localização de cada 
GalNAc transferase pode variar dependendo do tipo de célula e possivelmente também do 
estado de diferenciação da mesma. Os seus níveis de expressão variam consideravelmente 
entre os tipos de células e tecidos [56,57]. Todos os ppGalNAcTs ligam o UDP-GalNAc, mas 
muitas vezes, diferem em substratos de proteínas para quais transferem a GalNAc. Tais 
diferenças permitem que as ppGalNAcTs possam ser distinguidas [58]. Muitas ppGalNAcTs 
parecem ter uma relação hierárquica entre si, de tal forma que uma enzima não pode ligar a 
uma GalNAc até que uma serina ou treonina adjacente seja glicosilada por um ppGalNAcT 
diferente. Assim, a co-expressão na mesma célula de ppGalNAcTs com complementares, 
sobrepõe-se parcialmente a substratos aceitadores que provavelmente assegura a eficiência 
da glicosilação da O-GalNAc [56-57,59]. 
 O antigénio Tn é invulgar em proteínas que apresentam este tipo de glicosilação. 
No entanto, é frequentemente encontrado em mucinas derivadas de tumores [60,61], o que 
sugere que a extensão de O-glicanas, além dos hidratos de carbono, é bloqueado em 
algumas células tumorais. Esta e outras glicoformas truncadas resultam de uma 
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desorganização das vias secretoras dos organelos e alterações na “maquinaria” da O-
glicosilação enzimática que controlam a O-glicosilação. Existem referências que apontam 
que em células tumorais a localização das ppGalNAcTs possam estar alteradas [62]. Os 
primeiros estudos realizados neste domínio demonstraram que as ppGalNAcTs, entre 
outras enzimas, estão localizadas nos compartimentos cis e medial do complexo de Golgi, 
enquanto que as enzimas finais se encontram nas cisternas trans [63,64]. No entanto Gille et 
al. [65] reportou que a localização das ppGalNAcTs é dependente do estado fisiológico da 
célula e oscila entre o complexo de Golgi e o retículo endoplasmático. No cancro, é 
verificado uma re-localização destas enzimas do complexo de Golgi para o retículo 
endoplasmático, resultando numa desregulação do processo de O-glicosilação. Foi também 
descrito que poderá haver uma acumulação de GalNAc, substrato para as enzimas 
iniciadoras da cadeia, no domínio trans do complexo de Golgi. Tal, poderá resultar numa 
sobreexpressão de estruturas O-glicosiladas incompletas, em particular do antigénio Tn 
[55,66-67]. 
 
I.III Formação do antigénio sTn 
 
 A formação do antigénio sTn resulta da inserção de um ácido siálico na posição O-
6 do resíduo de GalNAc do antigénio Tn. Este evento resulta numa paragem da extensão 
das O-glicanas e é pouco frequente em tecidos saudáveis, mas comum em transformações 
neoplásicas. Este epítopo foi encontrado sobreexpresso na maioria dos carcinomas 
gástricos [68], colo-rectal [42], ovário [69], mama [70] e pâncreas [71], ao passo que a expressão 
do sTn em tecidos normais é considerada pouco frequente [61,70-73]. Além disso, a expressão 
do sTn está associada à agressividade dos carcinomas e mau prognóstico [72,73]. Os 
mecanismos subjacentes ao aparecimento destas O-glicanas não são totalmente conhecidas 
e podem variar com o tecido. Um mecanismo descrito compreende o aumento do nível da 
actividade de um α2,6-sialiltransferase que catalisa a transferência dos ácidos siálicos do 
CMP-Neu5Ac para o GalNAc O-ligado a resíduos de serina ou treonina de um polipéptido 
[74]. Estudos anteriores demonstraram que a expressão do antigénio sTn em células 
tumorais se deve à actividade das sT6GalNAc-I (α2-6-sialiltransferases) [75]. A estrutura do 
produto do sTn não pode ser processada e, portanto, bloqueia a biossíntese de qualquer 
estrutura do corpo glicosídico e do seu alongamento posterior [76].  
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 Um outro factor descrito como responsável pela sobreexpressão
sTn são mutações somáticas no 
glicosídico 1 β1,3-galactosiltransferase, a enzima que controla a síntese comum do corpo 
glicosídico 1 da via da O-glicosilação 
sTn seria um resultado da perda d
consequentemente da sua extensão.
sobreexpressão do sT6GalNAc. 
em células tumorais ainda não se 
demonstraram que os antigénios sTn
células tumorais pelo sistema imunológico, protegendo as células metastáticas da 
degradação na corrente sanguínea 
 
I.IV Alterações na extensão da cadeia de 
 
 A partir do antigénio Tn podem formar
até ao momento identificadas oito estruturas base
Galβ1-3GalNAcαSer/Thr (
(corpos glicosídicos 2), 
GlcNAcβ1-6(GlcNAcβ1-3)GalNAcαSer/Thr 
 
Figura 2 – Complexo das glicanas 
ref. [52]. 
indivíduos com cancro  
Cosmc, um “chaperone” para a enzima do corpo 
[77-79]. Neste contexto, a acumulação do epítopo Tn e 
e capacidade de expressão do corpo glicosídico 1 
 A expressão do epítopo sTn resultaria
Os impactos biológicos resultantes da acumulação de sTn 
encontram totalmente clarificados. No entanto,
 podem desempenhar um papel no reconhecimento das 
[80].  
O-glicanas  
-se diferentes corpos glicosídicos, tendo sido 
 (Tabela 2) [52]. Os mais frequentes são os 
corpos glicosídicos 1), GlcNAcβ1-6(Galβ1-
GlcNAcβ1-3GalNAcαSer/Thr (corpos glicosídicos 3
(corpos glicosídicos 4) (Figura 2
O-GalNAc com estruturas dos corpos glicosídicos diferentes.
 de epítopos Tn e 
e 
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 Para além destes, outros quatro foram identificados: GalNAcα1-3GalNAcαSer/Thr 
(corpos glicosídicos 5), GlcNAcβ1-6GalNAcαSer/Thr (corpos glicosídicos 6), GalNAcα1-
6GalNAcαSer/Thr (corpos glicosídicos 7) e Galα1-3GalNAcαSer/Thr (corpos glicosídicos 
8).  
 
Tabela 2 – Estrutura dos corpos glicosídicos O-glicanas. 
O-Glicanas Estrutura 
Corpos glicosídicos 
Antigénio Tn GalNAcαSer/Thr 
Antigénio Sialil-Tn Siaα2-6GalNAcαSer/Thr 
Corpo glicosídico 1 ou antigénio T Galβ1-3GalNAcαSer/Thr 
Corpo glicosídico 2 GlcNAcβ1-6(Galβ1-3)GalNAcαSer/Thr 
Corpo glicosídico 3 GlcNAcβ1-3GalNAcαSer/Thr 
Corpo glicosídico 4 GlcNAcβ1-6(GlcNAcβ1-3)GalNAcαSer/Thr 
Corpo glicosídico 5 GalNAcα1-3GalNAcαSer/Thr 
Corpo glicosídico 6 GlcNAcβ1-6GalNAcαSer/Thr 
Corpo glicosídico 7 GalNAcα1-6GalNAcαSer/Thr 
Corpo glicosídico 8 Galα1-3GalNAcαSer/Thr 
 
I.IV.I Alterações no corpo glicosídico de tipo 1 (antigénio T)  
 
A maioria das O-glicanas encontradas em glicoproteínas apresenta um corpo 
glicosídico de tipo 1, que resulta da adição de um resíduo de Gal à posição O-3 de um 
antigénio Tn. O corpo glicosídico 1, denominado também como antigénio T (Galβ1-
3GalNAcαSer/Thr), encontra-se frequentemente substituído com ácidos siálicos ou outros 
açúcares. Desta forma, pode ser utilizado como base estrutural para a formação do epítopo 
sTn, visto serem estruturas alongadas de corpos glicosídicos tipo 1 e de tipo 2.  
Nos mamíferos, a adição de uma Gal ao antigénio Tn é mediada por uma única 
C1GalT (galactose-1-fosfato uridil transferase) [79]. Trata-se de uma enzima ubíqua que 
ocorre na maioria das células de mamíferos e em muitas espécies. A sua actividade está 
presente na maioria dos tipos de células [79]. No entanto, como mencionado na secção 
anterior, esta glicosiltransferase exige um “chaperone” específico chamado Cosmc. O 
Cosmc é uma proteína do retículo endoplasmático, que uma vez exportado para o 
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complexo de Golgi, se liga especificamente à sintase T de forma a originar a forma activa 
da enzima. A ausência de síntese do corpo glicosídico 1 pode estar relacionada com um 
defeito da sintase T ou com a ausência do “chaperone” no Cosmc [77-80].  
O antigénio T, enquanto estrutura terminal, é predominante em células tumorais e, 
em particular, nas proteínas por elas excretadas [81,82]. Nestes casos, é igualmente frequente 
a sialilação anormal destas estruturas, resultando num bloqueio da extensão do corpo 
glicosídico 1 e numa sobreexpressão do antigénio sTn. Tal efeito tem vindo a ser descrito 
como resultante de uma baixa ou ausente expressão da enzima C2GnT1 (Corpo glicosídico 
2 β1-6N-acetilglucosaminaltransferase), a enzima responsável pela conversão do corpo 
glicosídico 1 em corpo glicosídico 2 através da adição de um resíduo de GlcNAc à 
GalNAc. Associado a este fenómeno, tem-se verificado uma sobreexpressão de sT3Gal-I 
(Corpo glicosídico 1 α2-3Sialiltransferase), responsável pela sialilação [83].  
 
I.IV.II Alteração no corpo glicosídico 2 e corpo glicosídico 4 
 
 As O-glicanas de tipo 2 são estruturas ramificadas, resultantes da adição de um 
resíduo de GlcNAc em configuração β à posição O-6 de um resíduo de GalNAc de um 
corpo glicosídico 1. Esta reacção é mediada por uma de três β1-6-N-
acetilglucosaminaltransferases ou C2GnTs [84,85]. Estas enzimas são produzidas em muitos 
tecidos, nomeadamente no epitélio gástrico. A síntese do corpo glicosídico 2, as O-glicanas 
de GalNAc é regulada durante a activação de linfócitos, estimulação de citosinas e durante 
o desenvolvimento embrionário. Até ao momento, duas das enzimas responsáveis pela 
síntese do corpo glicosídico 2 já foram caracterizadas relativamente à especificidade de 
substrato e distribuição de tecidos [86]. Uma das enzimas responsáveis pela síntese do corpo 
glicosídico 2, nomeadamente a C2GnT-2, é também capaz de utilizar o corpo glicosídico 3 
como substrato, e produzir a estrutura do corpo glicosídico 4 [84] (Tabela 3).  
 A sobreprodução de O-glicanas tendo por base estruturas de tipo 2 tem vindo a ser 
observada em diversos tumores relacionados com a sua progressão [87]. Por outro lado tem-
se observado noutros casos uma sobreexpressão da sT3Gal-I responsável pela formação do 
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Tabela 3 – Glicosiltransferases específicas para glicanas O-GalNAc do tipo mucinas. 
Enzima Forma curta 
Polipéptido N-acetilgalactosaminoltransferase ppGalNAcT-1 a -24 
Corpo glicosídico 1 β1-3 galactosiltransferase C1GalT-1 ou T sintase 
Corpo glicosídico 2 β1-6 N-acetilglucosaminaltransferase C2GnT-1, C2GnT-3 
Corpo glicosídico 3 β1-3 N-acetilglucosaminaltransferase C3GnT-1 
Corpo glicosídico 2/4 β1-6 N-acetilglucosaminaltransferase C2GnT-2 
Alongamento β1-3 N-acetilglucosaminaltransferase Alongamento β3GnT-1 a -8 
Corpo glicosídico 1 α2-3 Sialiltransferase sT3Gal I, sT3Gal IV 
α2-6 Sialiltransferase sT6GalNAc I, II, III ou IV 
Corpo glicosídico 1 3-O-sulfotransferase Gal3ST4 
Gene secretor α1-2 fucosiltransferase FucT-I, FucT-II 
 
I.IV.III Alteração no corpo glicosídico 3 
 
 O corpo glicosídico 3 ocorre apenas nos tecidos especializados e está habitualmente 
limitado à mucosa do trato digestivo [89,90]. Este processo é mediado pelo corpo glicosídico 
3 sintase β3GlcNAc-T6, que transfere uma GlcNAc em configuração β para a posição O-3 
de um resíduo de GalNAc. O corpo glicosídico 3 das O-glicanas é geralmente terminado 
por galactosilação e sialilação ou pela expressão de determinantes de grupos sanguíneos.  
Foi demonstrado, que a expressão do corpo glicosídico 3 é drasticamente diminuída 
em tecidos tumorais. Na verdade, em contraste com os tecidos normais, o corpo glicosídico 
desaparece no cancro gástrico e colo-rectal [91,92]. As alterações estruturais ao nível dos 
corpos glicosídicos dão origem a alterações fenotípicas das células tumorais, tais como a 
mobilidade e a actividade metastática.  
O corpo glicosídico 3 das O-glicanas, no entanto, foi encontrado truncado em 
tumores do cólon. Apesar de ser caracterizado como pouco regulado no cancro do cólon, 
pouco se sabe sobre a sua expressão em outros tipos tumorais [91]. No entanto, tem sido 
demonstrado que estruturas do corpo glicosídico 1 e do corpo glicosídico 2 podem ser 
sobreexpressos devido ao desaparecimento do corpo glicosídico 3 sintase, um dos seus 
competidores em tecidos tumorais [67]. Essa mudança favorece a síntese do corpo 
glicosídico 1 e pode explicar a prevalência do antigénio T no tecido tumoral. A perda da 
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sintase do corpo glicosídico 3 também pode desempenhar um papel importante para o 
aparecimento da glicoforma sTn, uma vez que a sintase do corpo glicosídico 3 compete 
para o substrato Tn utilizado pela sT6GalNAc -I para produzir a glicoforma sTn [74]. 
 
I.V Alterações na O-glicosilação como biomarcadores tumorais 
 
O processo de O-glicosilação está comprometido em células cancerígenas e como 
consequência, ocorre a síntese de estruturas anormais de glicanas, como por exemplo o 
antigénio sTn. A síntese de estruturas incompletas deve-se ao upregulation/downregulation 
da actividade glicosiltransferase e também a uma mutação no gene que codifica a 
“chaperone” Cosmc. Estas estruturas aberrantes não são produzidas por células normais, o 
que as torna alvos muito promissores. Estas glicoformas anormais são visíveis na 
superfície das células tumorais, e portanto, são facilmente acessíveis a anticorpos ou 
lectinas [36]. Para além destas características, a secreção destas estruturas na corrente 
sanguínea torna-as potenciais biomarcadores no soro [36].  
Em células normais, as O-glicanas truncadas podem existir como intermediários na 
biossíntese inicial que ocorre no complexo de Golgi, mas não estão expostas ao sistema 
imunológico, pois sofrerão passos de elongação. A sua exposição à superfície de células 
tumorais poderá desencadear a produção de anticorpos [93]. Algumas razões podem ser 
enumeradas para o estudo de métodos para a detecção de anticorpos: i) a resposta 
imunológica a antigénios associados a tumores ocorre num estadio inicial durante a 
carcinogénese e, portanto, os anticorpos podem ser detectados na fase assintomática do 
cancro [94]; ii) os anticorpos que têm origem no contacto com os antigénios associados a 
tumores são encontrados no soro dos indivíduos com cancro, onde são facilmente 
acessíveis ao rastreio; iii) Os anticorpos podem ser produzidos em concentrações 
relativamente elevadas mesmo que os antigénios se encontrem em baixa concentração; iv) 
Os anticorpos são inerentemente estáveis e persistem no soro por um período de tempo 
relativamente longo, porque eles geralmente não são submetidos aos diferentes tipos de 
proteólise observado em outras proteínas [95,96]. Consequentemente, eles podem ser 
detectados com métodos sensíveis e específicos na fase inicial [97]. 
As mucinas são a maior classe de O-glicanas estudadas e são densamente O-
glicosiladas. Estas glicoproteínas apresentam um elevado peso molecular e zonas ricas com 
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serina, treonina e prolina, que são potenciais locais de O-glicosilação [98]. No cancro, as 
mucinas podem ser aberrantemente glicosiladas com estruturas de glicanas incompletas à 
superfície das células, nomeadamente sTn, Tn, T e sT (Sialil-T) [69,99].  
Os ensaios serológicos são uma boa ferramenta para a detecção de moléculas 
produzidas por células tumorais e excretadas na corrente sanguínea. Existem ensaios 
serológicos que detectam estruturas de glicanas anormais, como mucinas aberrantemente 
glicosiladas [100,101] e epítopos anormais no cancro da mama [102], colo-rectal [103] e cancro 
dos ovários [100]. No entanto, todos os ensaios actuais têm características de baixa 
sensibilidade e especificidade na detecção precoce de cancro, mas são úteis na 
monitorização do tratamento e acompanhamento de recidivação. 
 
I.VI Alterações no perfil de O-glicosilação no urotélio humano 
 
 O urotélio humano possui um padrão de expressão de glicosiltransferases diferente 
daquele reflectido pelo fenótipo eritrocitário do indivíduo. Por exemplo, antigénios Leb são 
detectados em indivíduos com fenótipos Le(a+b-) [97,104-105]. Por outro lado, indivíduos 
expressando Le(a-b-), ao nível dos seus eritrócitos, expressam Lea e Leb no urotélio [104,105].   
Tal como acontece em alguns carcinomas gástricos [106], colo-rectal [107], ovários 
[108], mama [109] e pâncreas [109], os tumores no urotélio exibem alterações do seu perfil de 
glicosilação. Em particular, encontra-se já bem estabelecido que a actividade das 
glicosiltransferases responsáveis pela formação de grupos sanguíneos do tipo α-3-N-acetil-
D-galactosaminiltranferase (Tipo A) e α-3-D-galactosiltransferase (Tipo B) está suprimida. 
Este fenómeno é associado a uma predisposição para invasão e metastização. De acordo 
com Ørntof et al. [110], estas alterações enzimáticas devem-se a uma downregulation na 
expressão destas glicosiltransferases ao nível do mRNA (ácido ribonucleico mensageiro) 
[110].  
No entanto, a actividade de outras enzimas, como por exemplo as 
fucosiltransferases envolvidas na formação de estruturas de Lewis, é descrita como 
essencialmente inalterada tanto em indivíduos Le+ como Le-. Como consequência, existe 
um aumento da expressão de estruturas como Lex/Ley e Lea/Leb. Em particular, estudos 
enzimáticos realizados até ao momento demonstraram que a actividade da α-2-L-
fucosiltransferase se encontrava normal tanto nas células malignas de indivíduos secretores 
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como não-secretores, enquanto que a α-3-L-fucosiltransferase se apresentava reduzida em 
células de indivíduos Le+ [110]. Contudo, outros estudos referem que o padrão de expressão 
de Le poderá variar com o estadio tumoral. Nomeadamente, tumores papilares de alto grau 
foram caracterizados pela perda da capacidade para expressar Lea, independentemente do 
fenótipo eritrocitário do individuo [110]. Tal, é acompanhado por uma acumulação de 
cadeias disfucosiladas de tipo 2, como é o caso do Leb e do seu isómero posicional Ley 
[111]. Um outro estudo descreve que a evolução para estadios tumorais mais avançados é 
acompanhado por uma perda de expressão de estruturas de Le [110,112].  
Para além destes eventos, outros estudos têm apontado alterações particulares ao 
nível da O-glicosilação [113-115]. Em particular, Inka et al. [116] descrevem que a via de O-
glicosilação na bexiga se encontra comprometida resultando num aumento de formas 
truncadas com a agressividade do estadio tumoral. Em particular, tem vindo a ser descritas 
que estas alterações resultam numa sobreexpressão do antigénio T no cancro de bexiga 
[111,117]. 
Adicionalmente, Limas et al. [118] descrevem que a expressão do antigénio T aumenta 
com a agressividade dos carcinomas de células uroteliais, estando particularmente elevada 
em estados invasivos. Este autor discute que a presença do antigénio T na superfície 
celular, se correlaciona com o potencial invasivo e elevado risco metastático.  
 
I.VII Enquadramento do trabalho 
 
Diversos trabalhos têm demonstrado que a carcinogénese urotelial é acompanhada 
por uma alteração na glicosilação de glicolípidos, proteoglicanos e glicoproteínas [119]. 
Algumas destas alterações, como é o caso da sobreexpressão de sialil-Lea [32], Lex (3-
fucosil-N-acetil-lactosamina) e sLex, sialil-Lex [119] e o aumento dos níveis de ácido 
hialurónico foram já apontados como potenciais marcadores urinários para cancro da 
bexiga. Contudo, embora existam evidências de alterações dos padrões de O-glicosilação 
do urotélio no cancro da bexiga [111,116-117], não existe qualquer estudo ao nível da O-
glicosilação de proteínas urinárias. Assim, o presente trabalho tem como objectivo traçar 
um perfil glicosídico, e em particular a O-glicosilação, em glicoproteínas urinárias de 
doentes com tumores papilares de bexiga em diferentes estadios da doença. Pretende-se 
assim, contribuir para a definição de perfis glicosídicos que possam servir de base ao 
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estabelecimento de métodos diagnósticos mais sensíveis e específicos. A informação 
gerada contribuirá ainda para uma melhor compreensão das alterações na glicosilação de 
proteínas durante a carcinogénese urotelial.  
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Foram colhidas 29 amostras de urina sem sinais visíveis de hematúria, de 
indivíduos com cancro de bexiga, do sexo masculino, com idades compreendidas entre 45 
e 89 anos (idade média de 66 anos). Com base no diagnóstico citoscópico efectuado pelo 
Departamento de Urologia do Instituto Português de Oncologia do Porto (IPO-Porto), os 
doentes foram classificados em três grupos, de acordo com os critérios da Organização 
Mundial de Saúde (OMS): tumores papilares não-invasivos de baixo grau (Ta; n=15), 
papilares não-invasivos de alto grau (Ta-T1; n=8) e papilares com invasão muscular (T2-
T4; n=6). Urinas de indivíduos masculinos assintomáticos (n=15), com idades 
compreendidas entre os 41 e os 82 anos (idade média de 61 anos) foram usadas como 
controlo. Todas as amostras recolhidas são provenientes de doentes com função renal 
normal e correspondem à primeira urina da manhã. As amostras foram colhidas para 
recipientes previamente esterilizados, seguidamente centrifugadas a 8000 x g durante 15 
minutos, à temperatura de 4ºC, tendo-se removido o pellet celular. As amostras foram, 
armazenadas a -80ºC. 
 
II.II Determinação do perfil glicosídico 
 
O perfil glicosídico das proteínas urinárias e as suas O-glicosilações foram 
estabelecidos com base na estratégia experimental apresentada na Figura 3. 
 Brevemente, as urinas de indivíduos controlo e doentes com cancro de bexiga 
começaram por ser pré-caracterizadas quanto ao conteúdo de proteína, creatinina e 
composição em açúcares. Procedeu-se seguidamente à determinação do padrão de ligações 
glicosídicas dos açúcares nelas contidas e, com base nesta informação, foram 
seleccionados três indivíduos de cada grupo expressando epítopos de Lewis mono e 
difucosilados. Estas pools foram posteriormente utilizadas para estabelecimento de um 
perfil de O-glicosilação. As pools assim construídas foram N-desglicosiladas com PNGase 
F (peptidil-N-glicosidase F) e as suas O-glicanas libertadas por β-eliminação redutora. O 
perfil de O-glicosilação das pools foi determinado com base na composição em açúcares e 
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padrão de ligações glicosídicas. Adicionalmente, urinas N-desglicosiladas com PNGase F 
foram avaliadas em relação à sua composição em a2,6Neu5Ac por slot blot usando a 
lectina SNA (Sambucus nigra). Procedeu-se ainda à avaliação da expressão de epítopos 






















II.II.I Quantificação de proteína total e creatinina 
 
A concentração de proteínas total foi determinada com o kit comercial RC-DC 
(Bio-Rad) que se baseia no método de Lowry modificado. Paralelamente, efectuou-se uma 
curva de calibração utilizando albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich) como proteína 
padrão. A creatinina foi determinada usando um kit de quantificação de creatinina 
(BioVision).  
Figura 3 – Abordagem experimental realizada para este trabalho. 
Urina: 
• Controlo 
• Tumores papilares não-invasivos de baixo grau 
• Tumores papilares não-invasivos de alto grau 
• Tumores papilares invasivos    
Slot Blot TKH2 
STn 
> 10 kDa 
Açúcares Totais Análise de Ligações 
PNGase F 
O-desglicosilação (β-eliminação) 
> 10 kDa 
Le+ mono e difucosilado 
Pré-Caracterização 
Proteína Creatinina Açúcares Totais Análise de Ligações 
Pool de urinas de 3 indivíduos  
PNGase F 
> 10 kDa 
Slot Blot 
SNA 
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II.II.II Isolamento de O-glicanas  
 
 As proteínas urinárias foram isoladas por filtração usando filtros de 10 kDa e 
recuperadas do filtro usando uma solução de 50 mM NH4HCO3.   
As O-glicanas foram isoladas a partir das proteínas urinárias por β-eliminação após 
N-desglicosilação. Brevemente, as amostras foram reduzidas com 10 mM de DTT durante 
37ºC durante 30 minutos, alquiladas com 50 mM iodoacetamida à temperatura ambiente 
durante 30 minutos e N-desglicosiladas usando PNGase F recombinante de Elizabethkingia 
miricola (Sigma-Aldrich). As proteínas urinárias enriquecidas em O-glicanas foram 
isoladas por filtração usando filtros de 10 kDa. Seguidamente, procedeu-se à O-
desglicosilação das amostras por β-eliminação redutora após tratamento das amostras com 
50 mM NaBD4 e 1M NaOH durante 16 horas a 40ºC de acordo com o descrito por Packer 
et al. [120]. 
 
II.II.III Composição em açúcares neutros 
 
A composição em açúcares das proteínas urinárias e das suas O-glicanas foi 
determinado por derivatização a acetatos de alditol e analisado por GC-EI-qMS (Agilent 
Technologies) segundo o descrito por Ferreira et al. [121].  
Brevemente, as glicanas nas amostras foram hidrolisadas a monossacarídeos por 
tratamento com 4 M TFA a 110ºC durante 3 horas, reduzidas a alditois por tratamento com 
15% NaBH4 durante 1 hora a 30ºC e acetiladas com anidrido acético usando metil-
imidazol como catalisador durante 30 minutos a 30ºC. Os acetatos de alditol resultantes 
foram recuperados na fase orgânica resultante de uma extracção com CH2Cl2:H2O (1:1). A 
fase orgânica foi seguidamente lavada com água e levada à secura. Os acetatos de alditol 
foram posteriormente recuperados em acetona e analisados por GC-EI-qMS (Agilent 
Technologies) em modo positivo usando 2-desoxiglucose como padrão interno. As 
amostras foram injectadas em modo splitless num injector a 220ºC e separadas numa 
coluna capilar DB-35MS (25 m de comprimento, 0.25 mm de diâmetro interno, 0.05 µm 
de espessura) usando hélio como gás de arraste e o seguinte programa de temperaturas: 
80ºC (9 min) – 10ºC/min – 120ºC (1 min) – 0.5ºC/min – 150ºC/1 min – 10ºC/min. 320ºC 
/5 min. Os iões gerados por EI foram detectados no modo positivo. Os resultados foram 
normalizados em relação aos níveis de creatinina nas amostras. 
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II.II.IV Quantificação de ácidos siálicos totais 
 
A quantificação de ácidos siálicos totais foi previamente feita como descrito por 
Matsuno e Suzuki [122]. O conteúdo em ácidos siálicos nas amostras foi determinado por 
adição oxidação dos mesmos com 20 µL de solução de 10 mM periodato de sódio durante 
45 minutos, em banho de gelo. A reacção foi terminada pela adição de 100 µL de 50 mM 
tiossulfato de sódio, tendo-se seguidamente promovido a formação de um fluoróforo 
através da adição de 500 µL de 4 M acetato de amónia (pH 7,5) e 400 µL de solução 
etanólica de acetoacetanilida. Após uma incubação de 10-20 minutos, à temperatura 
ambiente, mediu-se, contra um branco, a fluorescência emitida a 471 nm, com um 
comprimento de onda de excitação de 388 nm. A concentração de ácidos siálicos na 
amostra foi determinada com base numa curva de calibração construída com Neu5Ac (0-
1.6 mg/mL). Os resultados foram normalizados em relação aos níveis de creatinina nas 
amostras. 
 
II.II.V Determinação do padrão de ligações glicosídicas 
 
O padrão de ligações glicosídicas dos diferentes açúcares presentes nas amostras 
estudadas foi determinado por derivatização das amostras a acetatos de alditol 
parcialmente metilados segundo o descrito por Ferreira et al. [121].  
Brevemente, as amostras foram permetiladas em DMSO/NaOH à temperatura 
ambiente durante 3 horas. Seguidamente, foram metiladas com iodeto de metilo e 
recuperadas na fase orgânica resultante de uma extracção líquido-líquido com CH2Cl2:H2O 
(1:1). A fase orgânica foi seguidamente lavada três vezes com água e levada à secura. Os 
açúcares parcialmente metilados foram seguidamente hidrolisados, reduzidos com NaBD4 
e acetilados segundo o descrito na secção II.II.III deste documento e analisados por GC-EI-
qMS nas condições apontadas.   
 
II.II.VI Quantificação de α2,6Neu5Ac e do epítopo sTn 
 
Os níveis de α2,6Neu5Ac e epítopos sTn foram avaliados por slot blot. A expressão 
de α2,6Neu5Ac foi determinada por incubação com a lectina biotinilada Sambucus nigra 
(SNA, Vector Laboratories) numa concentração de 0.1 µg/ml em tampão Tris salino (TBS, 
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100 mM Tris, 1.5 mM NaCl, pH 8.0) directamente em 5 µg (5 mM em TBS) de proteínas 
urinárias previamente N-desglicosiladas com PNGase F. O epítopo sTn foi determinado 
directamente em 100 µL de urina com base na reactividade das amostras com anticorpo 
primário monoclonal TKH2 de hibridoma de ratinho.   
Brevemente,  as amostras foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 
previamente activada (Whatman, Protran; porosidade 0.45 µm), usando para o efeito o 
aparelho Hybri-slot (21052-014; Gibco BRL, Life Technologies). De seguida, a membrana 
foi lavada 5 minutos em TBS e procedeu-se ao bloqueamento dos locais de ligação não 
específicos com uma solução de Carbo-Free Blocking Solution (SP-5040, Vector 
Laboratories) 1:10 em tampão Tris salino (TBS; Tris 100 mM pH 8,0 com NaCl 1,5 mM), 
durante 1 hora à temperatura ambiente. A membrana foi seguidamente incubada com SNA 
e TKH2 para α2,6Neu5Ac e sTn respectivamente, durante 1 hora à temperatura ambiente. 
As membranas foram depois lavadas em tampão Tris salino com Tween 20 (TBS-T, TBS 
contendo 0.5% de Tween 20] para retirar o excesso de lectina/anticorpo. Seguidamente as 
amostras de SNA foram incubadas com VECTASTAIN® ABC (peroxidase, PK-6100, 
Vector Laboratories) durante 30 minutos à temperatura ambiente. As amostras de sTn 
foram incubadas com anticorpo secundário de cabra anti-ratinho IgG1 (1:15000 em 
solução de bloqueamento, Johnson ImmunoResearch) durante 30 minutos à temperatura 
ambiente. Após novas lavagens com TBS-T, as membranas foram tratadas com reagentes 
de quimioluminescência (reagentes ECL; Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com 
as instruções do fabricante, e expostas a um filme de raio-X (Kodak Biomax Light Film, 
Sigma-Aldrich). Depois de revelado, o filme foi digitalizado num Molecular Imager Gel 
Doc XR+ System (Bio-Rad) e analisado com o software QuantityOne (Bio-Rad). O sinal 
resultante foi normalizado em relação aos níveis de creatinina na amostra.  
 
II.II.VII Tratamento de dados 
 
 
Todos os resultados apresentados nesta tese resultam da média de três ensaios 
independentes (n=3). Os diferentes grupos estudados foram comparados entre si e com os 
respectivos controlos com base em testes T de student. Este parâmetro estatístico bem 
como os gráficos apresentados ao longo da tese foram realizados usando o programa 
GraphPrism (GraphPad software) versão 5.0.  
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III. Resultados e discussão 
 
O presente trabalho tem como principal objectivo identificar alterações no perfil O-
glicosídico de proteínas urinárias em cancro de bexiga. Neste contexto, foram estudadas 
urinas de indivíduos controlo caracterizados pela ausência de doença e indivíduos com 
tumores papilares não-invasivos de baixo grau, alto grau e tumores papilares invasivos. 
Todas as amostras consideradas neste estudo têm origem em indivíduos do sexo 
masculino. Para o estudo de tumores papilares, escolheram-se indivíduos com idades 
compreendidas entre os 45 e os 89 anos de idade (idade média de 66 anos), enquanto que 
para a avaliação de indivíduos saudáveis com função renal normal, seleccionaram-se 
idades entre os 41 e os 82 anos (idade média de 61 anos). A função renal foi avaliada pelos 
níveis de creatinina e proteína total no plasma e urina. Adicionalmente, foram apenas 
consideradas amostras que não apresentavam sinais visíveis de hematúria.  
Primeiramente, realizou-se uma pré-caracterização destas amostras baseada na 
avaliação dos níveis de proteinúria, determinação da composição em açúcares e perfil de 
ligações glicosídicas. Os resultados obtidos foram normalizados com os níveis de 
creatinina das mesmas amostras descritas acima.  
 
III.I Avaliação dos níveis de proteinúria 
 
A proteína total foi quantificada com o objectivo de caracterizar as amostras e 
relacionar a quantidade de proteína total com a quantidade de açúcares totais, apresentados 
na secção seguinte.  
Pela análise do gráfico da Figura 4, os níveis totais de proteína não apresentam 
diferenças estatisticamente significativas entre os indivíduos controlos e os indivíduos com 
tumores papilares não-invasivos de baixo grau. Observa-se também um aumento 
significativo da proteinúria em estadios mais avançados (tumores papilares não-invasivos 
de alto grau e tumores papilares invasivos) em relação aos tumores papilares não-invasivos 
de baixo grau e controlo. No entanto, não foi possível, com base neste critério, distinguir o 
grupo de indivíduos com tumores papilares não-invasivos de baixo grau em relação aos 
doentes com tumores papilares invasivos. Estes resultados estão em concordância com um 
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estudo por Boman et al. [123], onde é descrito um aumento dos níveis de proteína na urina 
com a agressividade do tumor. Contudo, um outro estudo por Johansson et al. descreve a 
ausência de uma relação entre os níveis de proteinúria e o estadio tumoral apresentado na 
urina de doentes [124].   
 
 
Figura 4 – Quantificação dos níveis de proteinúria em indivíduos controlo e indivíduos com diferentes estadios 
tumorais (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs controlo). 
 
III.II Avaliação dos níveis de açúcares totais 
 Em seguida, procedeu-se ao isolamento de proteínas urinárias usando filtros com 
cutoff de 10 kDa. Procedeu-se à quantificação de açúcares totais nas amostras, 
compreendendo a determinação de açúcares neutros característicos de diversos 
glicoconjugados encontrados nas células humanas (Fuc, Xil, Man, Glc, Gal, GlcNAc, 
GalNAc) e ácidos siálicos. Os açúcares neutros foram quantificados por GC-EI-qMS após 
hidrólise ácida e derivatização dos grupos hidroxilo aos respectivos acetatos de alditol. Os 
ácidos siálicos totais foram quantificados por fluorescência após oxidação selectiva dos 
grupos hidroxilo vicinais a aldeídos e reacção dos mesmos com acetoacetanilida.  
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Esta abordagem revelou um aumento, embora não estatisticamente significativo, do 
nível de açúcares totais na urina dos doentes com tumores papilares não-invasivos de baixo 
grau em relação aos indivíduos controlo (Figura 5). Contudo, com a agressividade dos 
tumores papilares de alto grau e invasivos, verifica-se um aumento significativo da 
excreção urinária de açúcares poliméricos. Este parâmetro acompanha o padrão dos níveis 
de proteinúria observados no gráfico da Figura 4, sugerindo um aumento da excreção de 
glicoproteínas urinárias, que se torna mais acentuado para tumores mais agressivos. Estas 
observações estão em linha com o aumento dos níveis de vários tipos de estruturas 
glicosiladas na urina de doentes com cancro de bexiga, nomeadamente ácidos siálicos 




Figura 5 – Quantificação dos níveis de açúcares totais em proteínas urinárias em indivíduos controlo e de 
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III.III Avaliação dos açúcares neutros em relação aos padrões de razões 
 
Com base nas análises por GC-EI-qMS, estabeleceu-se razões molares para cada 
um dos açúcares neutros (Fuc, Xil, Man, Glc, Gal, GlcNAc, GalNAc) encontrados nas 
amostras de indivíduos controlos e de indivíduos portadores de tumores papilares (Figura 
6).  
O gráfico da Figura 6 mostra uma predominância de Fuc, Glc, Gal e GlcNAc, 
característicos de diversas classes de glicoconjugados, nomeadamente glicoproteínas, 
proteoglicanos e glicoesfingolípidos [52]. Observa-se, em menor percentagem Man, que 
poderá ter a sua origem em N-glicanas, proteínas exibindo O-manosilações bem como GPI 
(glicosilfosfatidilinositois) [52]. Foi ainda identificada Xil sugerindo a expressão de 
proteoglicanas, bem como GalNAc, normalmente presente em O-glicosilações, 
glicoesfingolípidos, bem como em indivíduos expressando determinantes do grupo 
sanguíneo de tipo A [52]. Estes dados sugerem a presença de um conjunto de açúcares 
poliméricos na urina, que poderão ter origem em diferentes classes de glicoconjugados.  
Os resultados apresentados no gráfico da Figura 6 apresentam uma elevada 
variabilidade, tornando difícil o estabelecimento de padrões de glicosilação. Contudo, os 
dados sugerem, um aumento da Fuc nas urinas de doentes com tumores papilares com 
baixo grau em relação ao controlo. O conteúdo em Fuc decresce com o aumento de 
agressividade do tumor. Tal, sugere uma diminuição na fucosilação de glicoproteínas 
urinárias em tumores mais agressivos, consistente com as observações feitas anteriormente 
resultante da perda de expressão de estruturas de Lewis [110-111].  
No gráfico da Figura 6 é igualmente observável uma diminuição nos níveis de Man 
nas urinas dos doentes. No entanto, este decréscimo apenas se revela estaticamente 
significativo em relação ao controlo para tumores invasivos. Estas observações contudo 
parecem não estar relacionadas com um decréscimo na expressão de N-glicanas. São antes 
explicáveis por um aumento generalizado de Gal e GlcNAc nos estadios mais avançados, 
sugerindo um aumento da expressão de cadeias de LacNAc. Com base no estado da arte 
actual sobre glicobiologia tumoral [52] será de supor que tal se poderá justificar com um 
aumento dos níveis de glicoesfingolípidos na urina e/ou um aumento da ramificação de N-
glicanas.  
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Figura 6 – Razão molar entre açúcares neutros presentes nas proteínas urinárias de indivíduos controlo e de 
diferentes estadios tumorais (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs controlo). 
 
III.IV Avaliação dos ácidos siálicos 
 
Para além da avaliação dos açúcares neutros no estadio tumoral, as glicoproteínas 
urinárias apresentaram ainda alterações nos níveis de ácidos siálicos (Figura 7).  
Considerando que um aumento em formas sialiladas é característico de vários 
tumores [52], mediu-se a quantidade de ácidos siálicos totais na urina de indivíduos controlo 
e de três indivíduos em estadios tumorais diferentes (não-invasivos de baixo e alto graus e 
invasivos). Os resultados foram expressos em ácidos siálicos totais e normalizados á 
creatinina e apresentados no gráfico da Figura 7. Verificou-se que os ácidos siálicos totais 
aumentaram na urina de indivíduos com tumores papilares na bexiga (Figura 7) em 
relação aos indivíduos saudáveis. Este aumento é maioritariamente evidenciado nos 
estadios mais agressivos do tumor (não-invasivos de alto grau e invasivos). Estas 
observações encontram-se de acordo com Akçay et al. [125] que demonstra um aumento da 
excreção urinária de ácidos siálicos em indivíduos com tumores de bexiga em paralelo com 
o aumento do estadio tumoral.  
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Figura 7 – Quantificação dos ácidos siálicos ligados nas amostras de indivíduos controlo e de diferentes 
estadios tumorais (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs controlo). 
 Seguidamente, as amostras foram submetidas a uma análise dos açúcares 
relativamente ao padrão de ligações glicosídicas por GC-EI-qMS após derivatização a 
acetatos de alditol parcialmente metilados. Com base no padrão de ligações, foram 
seleccionados indivíduos apresentando percentagens molares relativas de O-2Gal e O-
3,4GlcNAc superiores a 1%, um perfil consistente com a expressão de determinantes mono 
e disfucosilados de Lewis. Estes indivíduos foram seguidamente utilizados na construção 
de pools que serviram de base ao estabelecimento de um perfil O-glicosídico.  
 
III.V Composição em O-glicanas 
 
Inicialmente, as amostras foram tratadas com PNGase F para promover a 
eliminação das N-glicanas. Seguidamente as O-glicanas foram libertadas por β-eliminação 
redutora e submetidas a uma análise de açúcares.  
Pela observação do gráfico da Figura 8, conclui-se que as O-glicanas constituem 
aproximadamente 20% do total de açúcares encontrados nas proteínas urinárias de 
indivíduos controlo. Já em casos com tumores papilares, este valor aumenta para 
aproximadamente 30-45%, logo, significativamente superiores aos encontrados nos 
indivíduos controlo.  
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Esta sobreexpressão ao nível da O-glicosilação é responsável por um aumento na 
quantidade de açúcares totais observado para as amostras não enriquecidas em O-glicanas. 
No entanto, embora os dados demonstrem um aumento nos níveis de O-glicosilação das 
proteínas urinárias em tumores papilares do urotélio, observa-se uma tendência de 
decréscimo para estadios tumorais mais avançados. Tais observações parecem denotar um 
decréscimo nos níveis de açúcares provenientes destas estruturas, em linha com 
observações já feitas no urotélio [111,113-117]. Estas alterações prendem-se com a perda de 
expressão de determinantes de grupos sanguíneos [113], epítopos de Le [97,104-105,125] e 
formação de epítopos de baixo peso molecular como o antigénio T [111,117], observadas 
como mais acentuadas em estadios mais avançados.  
 
 
Figura 8 – Razão de O-glicanas e açúcares totais de indivíduos controlo e indivíduos com diferentes estadios 
tumorais (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs controlo). 
 Estas O-glicanas foram seguidamente estudadas com mais detalhe com base na sua 
composição em açúcares neutros. O gráfico da Figura 9 mostra uma predominância de 
açúcares neutros constituintes de O-glicanas (Fuc, Gal, GalNAc e GlcNAc). Contudo, a 
presença de Glc sugere a existência de glicoesfingolípidos, glicoconjugados que também 
contém na sua estrutura Fuc, Gal, GlcNAc e GalNAc. São ainda observáveis quantidades 
de resíduos de Xil e Man descritos anteriormente como pertencentes a proteoglicanas, N-
glicanas e/ou glicoproteínas O-manosiladas. Assim, o perfil em açúcares neutros 
demonstra que as amostras, embora enriquecidas em O-glicoproteínas, contém também 
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outros glicoconjugados. Evidencia ainda a necessidade de optimizar o protocolo utilizado 
de forma a garantir uma separação das várias classes de glicanas acima descritas.  
Através do gráfico da Figura 9 é possível verificar uma diminuição de Fuc, Gal e 
GlcNAc com a agressividade dos tumores. Estes dados vêem demonstrar que a perda de 
fucosilação é um fenómeno ubíquo nas glicoproteínas urinárias em tumores de estadio 
mais avançado (Figura 6 e 9). Já a sub-expressão de Gal e GlcNAc poderá traduz 
características particulares ao nível da O-glicosilação, nomeadamente a sub-expressão de 
LacNAc (Figura 6 e 9).   
Este comportamento é acompanhado por um aumento na expressão de GalNAc 
(Figura 9) que poderá resultar de resíduos constituintes do corpo glicosídico de O-glicanas 
e/ou determinantes do grupo sanguíneo A e AB. No entanto, o estado secretor dos 
indivíduos em estudo bem como o seu grupo sanguíneo não foi avaliado. Assim, não é 
possível aferir se as alterações na expressão de GalNAc têm por base estas variáveis. 
Contudo, Ørntof et al. [110] descrevem a perda total de expressão de determinantes 
sanguíneos ABO (H) em tumores do urotélio por supressão na expressão das enzimas 
responsáveis pela formação destas estruturas. O mesmo fenótipo foi igualmente observado 
em carcinomas gástricos [106], colo-rectal [107], ovários [109], mama [109] e pâncreas [109]. Com 
base nestas considerações será de esperar que o aumento de GalNAc em relação aos outros 
açúcares esta directamente relacionado com alterações no corpo O-glicosídico.  
 
 
Figura 9 – Razão molar das O-glicanas nos açúcares neutros para indivíduos controlo e indivíduos em 
diferentes estadios tumorais (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs controlo). 
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As alterações descritas são igualmente acompanhadas por um aumento de 
expressão de O-ácidos siálicos nos doentes com cancro de bexiga em relação aos controlos 
(Figura 10). Os dados sugerem um aumento, embora não estatisticamente da expressão de 
O-ácidos siálicos com o estadio tumoral. Contudo este efeito torna-se mais pronunciado, 
quando comparado com os controlos, apenas nos estadios mais avançados.  
 































Figura 10 – Razão de ácidos siálicos e ácidos siálicos total para indivíduos controlo e indivíduos em diferentes 
estadios tumorais (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs controlo). 
 Em seguida, foram avaliados os padrões de ligação para cada um dos açúcares 
apresentados no gráfico da Figura 9. Os dados apresentados na Tabela 4 demonstram as 
ligações típicas de O-glicanas (Fuc, Gal, GlcNAc e GalNAc), proteoglicanos (Xil, 
GlcNAc, GalNAc, Gal) e esfingolípidos (Glc, Gal, GalNAc e GlcNAc) [52], assim 
confirmando as indicações das análises de açúcares neutros (Figura 9)  
Entre os açúcares característicos de O-glicanas, regista-se uma elevada percentagem 
de resíduos O-3Gal (12,2% a 14,3%) e O-4GlcNAc (11,8% a 19,9%) característicos de 
domínios LacNAc. Estes resíduos apresentam no entanto um decréscimo na expressão nos 
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estadios dos tumores papilares mais avançados (não-invasivos de alto grau e invasivos), 
em concordância com o decréscimo na expressão de Gal e GlcNAc observados no gráfico 
da Figura 9. A Tabela 4 mostra também uma diminuição na expressão de resíduos O-
2,3Gal e T-GalNAc nos doentes em relação aos controlos e com o estadio tumoral. 
Observa-se igualmente um decréscimo na expressão de resíduos O-3Gal para estadios mais 
avançados. Embora não conclusivas, estas observações reforçam a hipótese de diminuição 
da expressão de determinantes sanguíneos ABO (H) observada para o tecido tumoral por 
outros autores [110,113-115].  
    
Tabela 4 – Análise do padrão de ligações (Terminal, Linear e Ramificado) de indivíduos controlo e de 
indivíduos em diferentes estadios tumorais. 
 Percentagem Relativa (%) 
 Controlo Baixo Grau Alto Grau Invasor 
Tipos de Ligações  
 
Terminal  T-Fuc 7.8 5.7 3.3 2.5 
T-Glc 10.6 6.7 10 12.7 
T-Man 1.4 0.8 1.2 1.2 
T-Gal 1.0 2.3 5.4 7.8 
T-GlcNAc 1.3 4.3 4.3 1.9 
T-GalNac 5.2 5.4 4.4 4.8 
 
Linear  1,2Man 4.1 0.7 0.4 0.6 
1,2Glc 3.2 3.8 1.5 0.4 
1,2Gal 4.0 2.1 1.1 0.9 
1,4Gal 0.3 0.6 0.7 0.9 
1,4Glc 11.2 15.5 18.6 16.7 
1,3Gal 14.3 14.3 14.1 12.2 
1,6Man 4.0 2.4 1.5 1.7 
1,6Glc 0.2 0.6 2.3 0.5 
1,6Gal 1.2 1.3 1.7 1.9 
1,3GlcNAc 0.2 0.2 - 0.1 
1,3GalNAc 6.4 6.3 5.8 9.6 
1,4GlcNAc 15.5 19.9 13.5 11.8 
1,6GalNAc 0.1 0.4 1.3 1.9 
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 Percentagem Relativa (%) 
 Controlo Baixo Grau Alto Grau Invasor 
Tipos de Ligações  
  
Ramificado  1-2,3Gal 1.5 1.1 0.4 0.2 
1-3,4Gal 0.4 0.3 0.2 0.2 
1-2,4Gal 0.1 - - - 
1-2,6Gal 1.2 1.9 1.2 0.5 
1-4,6Gal 0.2 0.1 0.3 0.7 
1-3,6Man 1.2 0.8 0.1 0.6 
1-3,6 Gal 0.6 0.4 0.9 1.6 
1-3,6GalNAc - 0.1 1.7 1.5 
1-3,4GlcNAc 2.6 1.3 0.8 1.2 
1-4,6GlcNAc 0.2 0.7 3.3 3.4 
 
 Paralelamente, o terminal Fuc apresenta-se diminuído nas urinas dos indivíduos 
com tumores papilares (não-invasivos de baixo e alto graus e invasivos) em relação às 
urinas de indivíduos controlo e com a evolução do estadio tumoral. Estes açúcares neutros 
são normalmente observados como terminais de resíduos O-2Gal, O-2,3Gal e O-
3,4GlcNAc característicos de estruturas de Lewis. Com base na relação entre o somatório 
dos açúcares neutros acima descritos (T-Fuc, O-2Gal, O-2,3Gal e O-3,4GlcNAc) e o total 
de açúcares neutros característicos de O-glicanas (Fuc, Gal, GlcNAc, GalNAc), foi 
possível avaliar a evolução da expressão de determinantes de Lewis nas amostras 
estudadas. Estes resultados encontram-se apresentados no gráfico da Figura 11, a partir do 
qual é possível verificar uma diminuição na expressão dos epítopos de Lewis na urina de 
doentes com diferentes estadios tumorais em relação à urina de indivíduos controlo. Esta 
diminuição também se aplica entre os diferentes estadios tumorais, principalmente entre os 
tumores de baixo grau e alto grau.   
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Figura 11 – Quantificação dos epítopos de Lewis para indivíduos controlo e indivíduos em diferentes estadios 
tumorais (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs controlo). 
 
 Estes resultados vêem confirmar observações já feitas por outros autores ao 
nível da expressão de epítopos de Lewis no tecido [97,112], demonstrando assim que a urina 
poderá reflectir as alterações ocorridas no urotélio.  
É ainda de referir que a Tabela 4 apresenta outros padrões de ligações não 
específicos das O-glicanas. Nomeadamente, as ligações O-3GalNAc, O-3,4Gal e O-
4,6GalNAc podem também ser encontradas em esfingoglicolípidos. Já a ligação O-4Glc é 
apenas encontrada em esfingoglicolípidos. A presença deste tipo de ligação sugere uma 
contribuição deste tipo de estruturas para o padrão total de ligações glicosídicas 
apresentado. Estes resultados apontam ainda para a necessidade, em futuros estudos, de 
proceder a uma remoção de estruturas lipídicas.  
 A Tabela 4 evidencia ainda vários resíduos em ligações O-6 (Gal, GlcNAc, 
GalNAc) que estão aumentados nos doentes em relação aos controlos e cuja percentagem 
aumenta com o estadio tumoral. O fenótipo acima descrito encontra-se evidenciado através 
do estabelecimento de uma razão entre o total de resíduos O-6 substituídos apresentados na 
Tabela 4 e o total de resíduos pertencentes a O-glicanas (Fuc, Gal, GlcNAc, GalNAc) 
(Figura 12). Esta razão demonstra ainda que este efeito é mais acentuado em tumores 
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Figura 12 – Resíduos O-6 ligados para indivíduos controlo e indivíduos em diferentes estadios tumorais (*p < 
0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs controlo). 
   
O aumento dos ácidos siálicos observado no gráfico da Figura 7 associado ao 
aumento de resíduos em ligação O-6 (Tabela 4, Figura 12) sugere uma elevada expressão 
de ácidos siálicos em ligação a-2,6. Tal, foi avaliado por slot blot usando a lectina 
Sambucus nigra (SNA) onde os dados obtidos estão apresentados no gráfico da Figura 13. 
De acordo com a mesma, pode-se observar um aumento de ligações α-2,6 na urina de 
doentes com diferentes estadios tumorais em relação às urinas de indivíduos controlo. 
Estes dados sugerem ainda um aumento, embora não estatisticamente significativo, de 
ligações α-2,6 na urina entre os diferentes estadios do carcinoma urotelial.  
 A expressão de ácidos siálicos de ligações α-2,6 no tecido e urina no cancro de 
bexiga não estão referidos na literatura (Figura 13). No entanto, este comportamento 
encontra-se descrito em outros cancros [126,127]. A expressão deste tipo de ligações está 
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Figura 13 – Quantificação de 
tumorais (*p
 
 Observou-se o aumento das cadeias 
explicada por um aumento de resíduos de 
expressão de epítopos sTn e sT característicos de tumores 
Com base nas considerações, procedeu
sTn, caracterizado por conter uma ligação 
verifica-se um aumento de sTn nas urinas de indivíduos em diferentes estadios tumorais 
em relação às urinas dos indivíduos controlo. Contudo, só é possível uma diferenciação 
entre tumores papilares não
importante referir que a expressão de sTn foi avaliado pela primeira vez em urina. 
 
 
α2,6Neu5Ac para indivíduos controlo e indivíduos em diferentes estadios 
 < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs controlo). 
O-6 nos doentes que
O-6GalNAc e O-3,6GalNAc, sugerindo a 
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Figura 14 – Avaliação da expressão do epítopo sTn para indivíduos controlo e indivíduos em diferentes 
estadios tumorais
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IV. Conclusões e perspectivas futuras 
 
 Com este trabalho, conclui-se que há um aumento de proteínas O-glicosiladas na 
urina de doentes com tumores papilares da bexiga. As glicoproteínas isoladas na urina de 
doentes com tumores papilares de bexiga caracterizam-se por um padrão de O-glicosilação 
diferenciado em relação a indivíduos com ausência de tumor. Em particular, demonstram 
uma sub-expressão de epítopos de Lewis e um aumento na expressão de ácidos siálicos. 
Estes fenótipos tornam-se mais acentuados nos tumores papilares não-invasivos de alto 
grau e invasivos. Observou-se igualmente uma sobreexpressão de resíduos O-6 
substituídos e ácidos siálicos O-2, demonstrando a predominância deste tipo de 
substituição. Em concordância com estas observações, identificou-se um aumento da 
expressão de epítopos sTn na urina de doentes em estadios mais avançados.  
As alterações observadas no padrão de O-glicosilação das glicoproteínas urinárias de 
doentes com tumores papilares de bexiga sugerem o seu potencial enquanto biomarcador 
tumoral. Os resultados obtidos vêem ainda apontar que os estados tumorais mais 
avançados são marcados por profundas alterações nos padrões de O-glicosilação. Em 
particular, sugerem uma desregulação na expressão de sialiltransferases, nomeadamente a 
sT6GalNAc.   
Assim, futuros estudos deverão ser conduzidos envolvendo uma população mais 
abrangente, e caracterizada em relação ao estado secretor e padrões de expressão de Lewis. 
Os padrões de O-glicosilação deverão ser avaliados tanto no tecido como na urina e 
complementados com informação resultante de técnicas de caracterização estrutural como 
a espectrometria de massa. Também, a abordagem experimental utilizada deverá ser 
optimizada no sentido de promover um melhor isolamento de O-glicanas, nomeadamente 
através de uma prévia extracção de estruturas lipídicas e proteoglicanos.  
Assim, será possível gerar a informação necessária ao direccionamento de estudos 
para melhor compreensão da desregulação nos processos de O-glicosilação no cancro da 
bexiga.  
O conjugar desta informação permitirá igualmente criar bases para identificação de 
biomarcadores com maior sensibilidade e especificidade para este tipo de tumores. 
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